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論　文　の　内　容　の　要　旨
Pseudomonas chlororaphis B23 はかつてのアクリルアミド工業生産菌であり，現在も農薬の中間原料であ
るシアノバレルアミドの工業生産に使用されている実用菌である。本菌では，ニトリルはニトリルヒドラタ
ーゼ（NHase）によってアミドに変換され，生じたアミドはさらにアミダーゼにより，酸とアンモニアにま
で分解される。両酵素遺伝子は，アルドキシムデヒドラターゼおよびアシル CoA 合成酵素の構造遺伝子と
遺伝子クラスターを形成していることが既に本研究室で明らかとなっている。本株の生育培地中に誘導剤と
してメタクリルアミドを加えることにより，NHase は菌体内の全可溶性タンパク質の 50% 以上も発現する
ことから，非常にユニークな転写調節機構が存在すると考えられたため，転写レベルでの発現解析実験を行
った。
本クラスターの上流領域をシークエンスした結果，一つのオープンリーディングフレームを発見し，nhpR
と命名した。nhpR 遺伝子の破壊株を作成し，野生株との生育を比較した結果，メタクリルアミドを単一窒
素源にした培地では野生株は生育したのに対し，nhpR 欠失変異株は生育できないことが判明した。さらに，
NHase 遺伝子クラスターの転写促進を mRNA レベルで調べた結果，誘導剤存在下では本クラスター遺伝子
の転写が促進されるのに対し，本破壊株では同存在下でも転写が促進されないことが明らかとなった。これ
らの結果より，NhpR は（誘導剤存在下で NHase 遺伝子クラスターの転写を促進する）転写調節タンパク質
であると同定した。また，reverse transcription（RT）-PCR 法によって oxdA，amiA，nhpA，nhpB，nhpC の 5
つの遺伝子と，nhpS と acsA の二つの遺伝子がそれぞれオペロンとして転写されていることを明らかにした。
さらに，プライマー伸長法によって本クラスター内に 4 つの転写開始点を発見し，転写調節機構を初めて解
明した。
一方，N- 置換ホルムアミドをアミンとギ酸に分解する N- 置換ホルムアミドデフォルミラーゼが逆反応を
触媒し得るか未知であったことから，本精製酵素を用いて（基質のギ酸とベンジルアミンから）N- ベンジ
ルホルムアミドを合成する「逆反応」の可能性について検討を行い，反応溶液中の基質を高濃度にした時に
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のみ逆反応の活性が見られることを発見した。また，本逆反応の基質特異性を調べた結果，（ギ酸の代わりに）
酢酸やプロピオン酸も基質となり得，N- ベンジルアセトアミドと N- ベンジルプロピオンアミドに各々変換
されることが判明した。次に，本逆反応が 2 基質による酵素反応であるため，反応速度論的解析を行うこと
で，各基質がどのように酵素反応を受けているかを調べた。基質類似物質の中から逆反応の阻害剤として働
くものを探索し，それら阻害剤がどのような様式で逆反応を阻害するかを調べた結果，本逆反応はギ酸，ベ
ンジルアミンの順で基質が酵素に結合し，酵素と基質の 3 元複合体が形成された後，基質が産物に変換され，
産物である N- ベンジルホルムアミドが酵素から解離するという ordered sequential 機構によって反応が進行
することを初めて解明した。
審　査　の　結　果　の　要　旨
現在，シアノバレルアミドの工業生産に使用されているニトリル分解菌 Pseudomonas chlororaphis B23 株
の生育培地中に誘導剤としてメタクリルアミドを加えることにより，NHase は菌体内の全可溶性タンパク質
の 50% 以上も発現することが以前より知られていたが，その機構は未知であった。本研究によって，転写
調節タンパク質 NhpR がニトリル代謝遺伝子クラスターの発現調節に関わっていることが判明し，本転写調
節機構が初めて解明された。本発見は世界に先駆けた成果であり，極めて意義深いものである。また，N-
置換ホルムアミドデフォルミラーゼの逆反応活性を発見するとともに，反応速度論的解析から，基質として
用いたギ酸とベンジルアミンから N- ベンジルホルムアミドを生成する反応が ordered sequential 機構によっ
て進行することも明らかとなった。これらの知見は，生命科学研究にインパクトを与えるのみならず，一連
の酵素反応によって有用物質を生産する上で重要な成果である。
以上のように，本研究の成果は，分子生物学領域のみならず応用微生物学領域においても大きく貢献する
ものと判定される。
よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
